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1. Uvod

Tématem mé rigordézni prace je vyzkum prekoncentraéni problematiky
perfluorovanych organickych kyselin. V praci jsem plynule navazala na vysledky ziskané
béhem méfeni a vypracovavani diplomové prace.

Cilem diplomové prace bylo vyvinuti Ga¢inné prekoncentraéni metody pro stanoveni
perfluorovanych organickych kyselin ve vod¢ metodou plynové chromatografie.

Cilem rigor6zni prace je porovnani, kterd ze dvou analytickych separacnich metod pfi
pouziti stejnych derivatizacnich technik je citlivéjsi a kterd z analytickych metod nehledé

na pouzitém typu derivatizace je pro analyzu PFA nejcitlivéjsi.



2. Teoreticka Cast

2.1 Perfluorovane slouceniny

Perfluorované slouceniny (PFS) jsou perzistentni organické latky, u kterych jsou
vsechny vodiky v alkylovém fetézci nahrazeny atomy fluoru. Mezi ¢asto analyzované
PFS patii napiiklad perfluorhexanovd kyselina (PFHxA), perfluorheptanova kyselina
(PFHpA), perfluoroktanova kyselina (PFOA), dale pak perfluoroktansulfonat (PFOS) a
perfluoroktansulfonylamid (PFOSA), (viz.tabulka ¢.1). Do skupiny perfluorovanych
sloucenin byvaji nékdy také fazeny telomerni polyfluorované latky, coz jsou linearni,
polyfluorované slouceniny, kde perfluorovana ¢ast alkylového fetézce s 6 a vice uhliky je
zakoncena ethylenovou ¢asti s navazanou funkéni skupinou, napi. fluorotelomerni

alkoholy s obecnym vzorcem (CyFax+1CH2CH,OH).

Tabulka €. 1 — Fyzikalni a chemické vlastnosti nékterych perfluorovanych sloucenin.

Nazev slouceniny Zkratka Molekulovy Molekulovd Bod varu Bod tiani Hustota
vzorec hmotnost °C) °C) (glcm®)

Perfluorohexanova kyselina PFHXA CsF1,COOH 314,068 157 - 1,762
Perfluoroheptanova kyselina PFHpA Ce¢F13COOH 364,078 175 - 1,792
Perfluorooktanova kyselina PFOA C,;FsCOOH 414,088 192 53-60 1,700
Perfluorononanova kyselina PFNA CgF,COOH 464,098 218 69-74
Perfluorodekanova kyselina PFDA CyF1sCOOH 514,108 218 77-83
Perfluorotetradekanova PFTDA C13F,7;COOH 714,148 270 131-137
kyselina
Perfluorobutansulfonat PFBuUS C4FSO5 299,100
Perfluorooktansulfonat PFOS CgF17SO35 499,140
Perfluorooktansulfonamid PFOSA CgF17SO,NH, 499,166

Vedle polychlorovanych a polybromovanych latek, kterym byla az do dnesni doby
vénovana obrovskd pozornost, se jedna o dalsi skupinu halogenovanych kontaminantd,
ktera vykazuje negativni U¢inky na Zivotni prostiedi [1]. PFS jsou bioakumulativni a
potencidlné Skodlivé syntetické chemikalie, pfirozené se nevyskytujici v Zivotnim
prostiedi.

Typicka struktura PFS ma linedrni fetézec se 4 az 13 atomy uhliku:

F-(CF2)n—X,n=4-13, kde X = -CH,-CH,-OH, -COOH, -SO3H, -SO;NH, [2].



v

Vazba fluor-uhlik je nejsilnéjsi jednoduchou vazbou prvku s uhlikem, ovSem jeji sila
je zavisla na aktualni struktufe molekuly. Vzhledem k vysoké energii vazby jsou témét
vSsechny =z organickych fluorovanych sloucenin odolné wvac¢i hydrolyze, fotolyze,
biodegradaci a procesim v metabolismu [1, 3, 4].

PFS, nejcastéji ve form¢ alkylsulfonamidi a amidd, jsou vyuzivany v mnoha
prumyslovych oblastech (napt. v textilnim pramyslu, papirenstvi, nebo v zemédé&lstvi).
Dale se pouzivaji jako zmé&kcovadla, v mazacich olejich, natérovych hmotach, lestidlech
a jako slozky protipozZarnich pén. Specidlni hasici pény obsahuji nékteré perfluorované
latky (konkrétn€ soli perfluoralkansulfonovych kyselin), které podporuji tvorbu vodni
pény (aqueous film forming foam, AFFF). PFOA se pouziva jako pomocné cCinidlo pii
vyrobé polytetrafluorethylenu (PTFE) znamého spise pod nazvem Teflon [1, 5, 6]. PTFE
je dale soucasti riznych laboratornich pomiicek, (jako jsou napf. SPE kolonky) a dalSich
fluoropolymert. Perfluoroktanova kyselina miize byt pfitomna ve stopovych mnoZstvich
Vv téchto produktech a lIze ji detekovat v béznych rozpoustédlech uzivanych v HPLC [7].
Amonna sul perfluoroktanové kyseliny (APFOA) se pouziva jako emulgator pii produkei
fluoropolymerii a fluoroelastomerii, jako je napf. polytetrafluorethylen (PTFE) a
polyvinylidenfluorid (PVDF). Tyto materidly jsou potfebné v automobilovém, leteckém a
elektronickém prumyslu [10-13].

Derivaty PFOS a perfluorovanych kyselin (PFA) jsou pouzivany na ochranu koberct,
textilii, odévil, nabytku, calounéni a vyrobkll z klize proti znecisténi. Tyto latky (tzv.
,supersurfactants) jsou schopné modifikovat vlastnosti povrchli téchto materidld a
poskytovat jim odolnost proti $pin€, olejovitym latkam a vodé.

V zemédé€lstvi se vyuziva N-ethylperfluoroktansulfonamid, ktery patii mezi specifické
insekticidy pouzivané proti mravenciim a termitim. Jeho metabolitem je bioakomulativni
perfluoroktansulfonamid (PFOSA) [12].

Detailni teorie perfluorovanych sloucenin, jejich pouziti a Stanoveni, stejné tak prehled

pouzitych analytickych technik je publikovana v Diplomové praci (DP) [13].



3. Experimentalni ¢ast

3.1 Ptistrojoveé vybaveni

Témeét vsechny analyzy jsem provedla na plynovém chromatografu PU 4600, (Unicam
Analytical Systems, York Street, Cambridge, CB 12PX, Velka Britanie) s detektorem
elektronového zachytu (ECD). Nosnym plynem byl dusik (5.0 Linde Technoplyn).
Vétsina méteni byla uskuteénéna na nizko polarni kolon€ SPB-5 Supelco délky 15 m a
vnitinim priméru 0,25 mm a tloustce filmu 0,25 um. Pro srovnédni separace na rtizné
polarnich stacionarnich fazich byly pouzity tyto kolony: SPB-1 (Supelco, 30 m, 0,25 ID,
film 0,25 um, 100 % dimethylpolysiloxan), SPB-20 (Supelco, 15 m, 0,25 ID, film 1 um,
20 % difenyl, 80 % dimethylpolysiloxan), SPB-35 (Supelco, 30 m, 0,25 ID, film 1 um, 35
% difenyl, 65%), ZB-1701 (Phenomenex, Torrance, USA, 15 m, 0,25 ID, film 0,25 pum,
14 % kyanopropylfenyl, 86 % dimethylpolysiloxan), Supelcowax 10 (Supelco, 30 m,
0,25 ID, film 0,25 um, polyetylenglykol) a SP-2340 (Supelco, 60 m, 0,25 ID, 0,2 um,
100 % kyanopropylsiloxan. K zakoncentrovani vzorki bylo pouzito 100 um
polydimethylsiloxanové vlakno (PDMS, Supelco, Bellefonte, USA). Sbér dat a
zpracovani vysledkd bylo provedeno v programu CSW 1.3. (DataApex s.r.o., Jinonice,
Ceska Republika). Dale bylo méfeno na plynovém chromatografu s hmotnostnim
detektorem GCMS-GP5050A, (Shimadzu, Analytical and Measuring Instruments
Division, Kyoto, Japonsko) s kolonou SPB-5 Supelco délky 15 m o vnitinim primeéru
0,25 mm a tloust’ce filmu 0,25 pum a kolonou SPB-35 délky 30 m, vnitinim praméru
0,25 mm a tloustce filmu 1 um. Kdispozici byl hmotnostni detektor s EI ionizaci
(energie 70 eV) a liner pro SPME (ID 1 mm). Ke sbéru dat a zpracovani vysledkt byl
pouzit program LabSolution (GCMSsolution 1.0, Shimadzu). K méfeni byl také pouzit
vysokouc¢inny kapalinovy chromatograf S hmotnostnim detektorem (Bruker Daltonics,
Esquire 3000) s kolonou Prontosil o délce 200 mm, vnitfnim priméru 2,0 mm a zrnéni
3,0 um. Zpracovani vysledkl bylo provedeno v programu Bruker Daltonics DataAnalysis
3.3. Pii derivatizaci byly vzorky vytfepavany na tifepacce (Vortexgenie 2, Scientific
Industrie, Hampshire, Velka Britanie) a promichavany v ultrazvukové lazni (Sonorex RK
100, Bandelin, Barlen, Némecko). Pfi optimalizaci byly vzorky zahtivany na digitdlnim
termostatu (SBH130DC, Stuart, Barloworld Scientific, Staffordshire, Velka Britanie).

K zakoncentrovani redlnych vzorkli byla pouzita rotacni odparka (Rotavapor EL 130,



Biichi, Flawil, Svycarsko). K pipetovani vzorkd slouzZily automatické pipety 1-5 ml, 100-
1000 ul a 10-100 upl (vsechny Biohit, Helsinky, Finsko), 50-250 ul (Eppendorf,
Hamburg, Némecko) a 5-4 pul (Labsystems, Helsinky, Finsko). K davkovani do
plynového chromatografu byla pouzita 5 pl stfikacka a plynotésna 10 pl stiikacka (obé
Hamilton, Reno, USA).

3.2. Derivatizace

Ke stanoveni PFS jsem pouZila tfi derivatizanich metod, derivatizaci perfluorovanych
kyselin na isobutylestery, derivatizaci perfluorovanych kyselin tepelnym rozkladem
iontového paru po iontové-parové SPME a derivatizaci perfluorovanych kyselin
methanolem po extrakci methyl(terc)butyl éterem.

Pii derivatizaci PFA na isobutylestery bylo reakéni médium piipraveno o tomto
slozeni: 20 pl roztoku pfislusné kyseliny v acetonitrilu bylo smiseno s 168 ul ¢istého
acetonitrilu, 8 pul isobutylalkoholu, 4 ul pyridinu a 10 ul chlormravencanu isobutylnatého
jako reakéniho €inidla. Smés byla michdna 20 s v ultrazvukové lazni a poté nechana
v klidu po dobu 8 minut. S piidavkem 200 pl hexanu byla celd smés 1 minutu tfepana na
ttepacce, nakonec byla odebrana horni hexanova faze do Cisté vialky.

Pro iontové parovou extrakci PFA bylo pouzito PDMS vldkno. Aby bylo vlakno Cisté
a pfipravené pro analyzu, musela byt nejprve provedena jeho kondicionace zahiatim na
teplotu 250°C po dobu 60-ti minut. 4 ml pfipraveného roztoku PFA ve vodé o koncentraci
1 ug/ml byly smiseny se 100 ul 0,5M tetrabutylamonium bromidu jako extrak¢niho
¢inidla. V1dkno bylo celé ponoieno do této smesi a extrakce probéhla za stdlého michani
magnetickym michadlem pfi laboratorni teploté po dobu 30-ti minut.

Dalsi derivatizace pro pouziti PDMS vlakna byla provedena nasledujicim zptisobem.
Do polypropylenovych mikrozkumavek typu Eppendorf bylo davkovano 100 ul vodného
roztoku pfislusné kyseliny o koncentracich 0,5, 1 a 2 pg/ml, pfidano 25 pul 50 % kyseliny
sirové a 600 pl MTBE. Vznikly roztok byl michdn na tfepacce po dobu 1 minuty. Poté
byla do sklenéné vialky odebrana horni éterova faze, ktera byla ihned odpafena proudem
dusiku do sucha. K odparku bylo ptidano ptiblizn¢ 0,16 g bezvodého siranu sodného,
10 pl methanolu a 30 pul koncentrované kyseliny sirové. Vialka s piipravenou smési byla

nasledné¢ plynotésné uzaviena a zahfivana na teplotu 80 °C po dobu 20 minut. Po



ochlazeni na laboratorni teplotu probihala 10 minut adsorpce methylesteru PFA do
vlakna.

Reédlné vzorky byly pfefiltrovany pfes nylonovy membranovy filtr a 100krat
zakoncentrovany. K zakoncentrovanému vzorku bylo pfiddno 17 pl koncentrované
kyseliny fosfore¢né k dosazeni koncentrace 50 mmol/l. Pfidavkem 2M roztoku NaOH
bylo upraveno pH na hodnotu 2,5 a vzorek byl poté zcentrifugovan. 181 ul takto
ptipraveného vzorku bylo zderivatizovano postupem popsanym v této kapitole, odst. ¢. 2.
[14].

3.3 Analyzy

Zderivatizované PFA jsem dale analyzovala na GC-ECD a GC-MS, bez derivatiza¢ni
upravy také na HPLC-MS.

Na plynovém chromatografu PU 4600 s detektorem elektronového zachytu byly
analyzovany standardy isobutylesterti perfluorovanych kyselin a vzorky PFA po iontové
parové extrakci. Méfeni byla provedena na koloné SPB-5, u niz jsem experimentalné
potvrdila vyraznou, rychlou a 0G¢innou separaci pikt isobutylesteri perfluorovanych
kyselin. Stejna kolona byla také pouzita pro analyzu PFA po derivatizaci methanolem a
extrakci metyl(terc)butyl éterem.

Isobutylestery byly po derivatizacich proméfeny i na plynovém chromatografu
S hmotnostnim detektorem na kolon¢ SPB-30. Méteni bylo provedeno v SIM modu pro
hmoty m/z 69, 169 a 519 odpovidajici fragmentim CF3a C3F;.

Zasobni roztoky PFA v acetonitrilu byly nafedény vodou na rizné koncentrace a bez
jakékoli derivatizaéni Upravy stanoveny na HPLC-MS s negativni chemickou ionizaci
v ESI modu pii m/z 413. Byla pouzita kolona Prontosil. Mobilni fazi byl acetonitril, voda
a octan amonny o pH 3,6 v poméru 55 : 15 : 30.

Vsechny provedené analyzy jsou detailné popsany v DP [13].



4. Vysledky a diskuze

4.1 Stru¢ny vytah vysledkli z Diplomoveé prace

Tabulka ¢.2 — Ptehled pouzitych derivatizacnich technik u vybranych analytickych

metod.
Analyticka s e . s . s . PP .
metoda Derivatiza¢ni technika Derivatiza¢ni technika Derivatiza¢ni technika Derivatiza¢ni technika
R . Derivatizace tepelnym Derivatizace methanolem a
GC-ECD ) Derivatizace na isobutylestery rozkladem iontového paru extrakce MTBE
GC-MS - Derivatizace na isobutylestery - -
HPLC-MS Bez derivatiza¢ni Gpravy - -

Cilem DP bylo

vyvinuti

udéinné

prekoncentraéni

metody pro

stanoveni

perfluorovanych organickych kyselin ve vod¢ metodou plynové chromatografie.

Nejprve byla vybrana nejvhodnéjsi kolona pro separaci PFA, a to kapilarni kolona

SPB-5.

Dale bylo ptistoupeno k prekoncentraci vzorkl. Po zjisténi nizsi citlivosti derivatizace

PFA na isobutylestery a derivatizace tepelnym rozkladem iontového paru byla

vypracovdna a optimalizovana derivatizace

methanolem po

extrakci

methyl(terc)butyl

éterem metodou

perfluorovanych kyselin (Cg— C12)
GC-ECD. Tato

prekoncentraéni metoda byla dostate¢né citliva (LOD a LOQ v desetinach pg/ml) a

mohla byt dale pouzita pro prekoncentraci realného vzorku vody.

4.2 Noveé namétené vysledky

Tabulka ¢.3 — Ptehled pouzitych derivatizacnich technik u vybranych

metod.

analytickych

Analyticka
metoda

Derivatizaéni technika

Derivatiza¢ni technika

Derivatiza¢ni technika

Derivatizaé¢ni technika

GC-ECD

Derivatizace na isobutylestery

Derivatizace tepelnym
rozkladem iontového paru

Derivatizace methanolem a
extrakce MTBE

GC-MS

Derivatizace na isobutylestery

Derivatizace methanolem a
extrakce MTBE

HPLC-MS

Bez derivatizac¢ni tpravy




4.2.1 Srovnani limitl stanovitelnosti a detekce methylesteri PFA
GC-ECD a GC-MS

Z DP vyplyva, ze se podafilo vyvinout pomérné citlivou derivatiza¢ni techniku pro
stanoveni PFA a to derivatizaci methanolem po extrakci metyl(terc)butyl éterem.

Abychom zjistili zda je pii vyuziti této derivatiza¢ni techniky vyhodnéjsi stanoveni
GC-ECD nebo GC-MS bylo potieba proméfit kalibracni fadu na GC-MS.

GC-MS

Kalibra¢ni fada obsahovala vzorky jednotlivych PFA o koncentraci 1, 2, 5a 10 ug/ml
extrahovanych methyl(terc)butyl éterem metodou uvedenou v DP (kap. 3.4.3). Ze
ziskanych udajii byly vyneseny kalibra¢ni zavislosti pro vypocet linearity, meze
stanovitelnosti a detekce. Zde je uvedena jako piiklad kalibra¢ni zavislost methylesteru
PFHxXA (obr. ¢.1). Ostatni kalibraéni zavislosti vSech methylesteri jsou uvedeny
v ptiloze (obr. ¢. 3 az8). M¢éfeni bylo provedeno ve splitless modu (GC-MS-SIM).
Teplota injektoru 250 °C, teplota MS interface 250 °C. Teplotni program od 40 °C
(2 min), 10 °C/min do 200 °C (10 min).

5
8,0x10 T T T T T
Y=A+B*X
Parameter  Value Eror
A 59094,98898 82512,39754
57556,767 14473,63199
5
6,0x10 " . N .
0,94219 101315,42394
. 40x0° F -
=] , -
[ -
Model: BoxLucasl
ﬁ ¥ =a(1- exp(-b*)
2,0><1O5 - ‘ Chin2/DoF = 4595336136.38571 -
RA2 = 0.94974
778596.13025 +262843.13895
b 0.14795 +0.08885
0,0 b 1 L 1 L 1 L 1 L 1
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
-1
c, mgl

Obrazek ¢. 1 — Kalibraéni zavislost plochy piku metylesteru kyseliny perfluorhexanové
ve splitless modu (GC-MS-SIM). Teplota injektoru 250 °C, teplota MS interface 250 °C.
Teplotni program od 40 °C (2 min), 10 °C/min do 200 °C (10 min).
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Kalibra¢ni zavislost plochy piku metylesteru kyseliny perfluorhexanové (GC-MS),
viz. obr. €. 1, byla proloZena linedrni funkci i kdyz je z tohoto obrazku patrné Ze by bylo
vyhodngjsi prolozeni exponencialou. U hmotnostni detekce s elektronovou ionizaci se
v nékterych ptipadech projevila nizka ioniza¢ni u¢innost PFA ¢imz doslo k zakfiveni
funkce. GC-MS-EI neni tedy nejvhodnéjsi metodou, ale v daném ¢asovém rozpéti byla
jedinou, ktera se dala pouzit. Je to prevazné zptusobeno chemickymi dé¢ji, ke kterym

dochazi v GC-MS: ionizaci, separaci a detekci.

GC-ECD

Byly proméieny vzorky PFOA o koncentracich 0,5, 1 a 2 pg/ml (kalibra¢ni fada viz. obr.
€. 2). M¢fteni bylo provedeno pfi teploté detektoru 300 °C, teploté injektoru 300 °C,
teplotnim programu: 40 °C (3 min, 2 min splittles), 5 °C/min do 70 °C (0 min), 15 °C/min
do 220 °C (3 min).

4400 — T T T - T T T T T T T T 1

4000

3600

a.u.

3200

2800

n 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6 18 2,0 2,2

c, mg ™

Obr. ¢. 2 — Kalibraéni zavislost plochy piku methylesteru kyseliny perfluoroktanové,
(GC-ECD), teplota detektoru 300 °C, teplota injektoru 300 °C, teplotni program: 40 °C
(3 min, 2 min splittles), 5 °C/min do 70 °C (0 min), 15 °C/min do 220 °C (3 min).
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Tabulka ¢. 4 — Detek¢ni limity a limity stanovitelnosti methylestertt perfluorovanych
kyselin ve splitless médu GC-MS vypoctené z linearni funkce v porovnani s detekénimi

limity a limity stanovitelnosti PFOA GC-ECD vypoctené taktéz z linearni funkce.

GC-MS GC-MS GC-ECD GC-ECD
LOD (ug/ml) LOQ (ug/ml) LOD (ug/ml))  LOQ (ug/ml)
PFHXA 43 16,6
PFHpA 47 18,8
PFOA 1,4 19,3 0,07 0,08
PFNA 17 5,9
PFDA 2,5 10,3
PFURA 438 14,7
PFDOA 438 13,9

V tabulce jsou uvedeny meze detekce a stanovitelnosti pro jednotlivé metylestery
PFA zméfené GC-MS. Nejnizsi mez detekce maji PFNA a PFOA, naopak nejvyssi
PFUNA a PFDoA. Mez stanovitelnosti je taktéZz nejmensi u PFNA, nejvyssi u PFOA.
Celkove se hodnoty detekce a stanovitelnosti pohybuji v jednotkach az desitkach pg/ml.

Srovnanim dvou metod GC-ECD a GC-MS pouzitim stejné derivatizacni techniky
muzeme fict, Ze pro analyzu a stanoveni PFA se jako citlivej$i a tedy 1 vhodné&j$i metoda
jevi GC-ECD. Hodnoty detekce a stanovitelnosti se u methylesteru PFOA GC-ECD
pohybovaly v desetinach pg/ml na rozdil od GC-MS kde tyto hodnoty byly v fadech
jednotek az desitek pg/ml.

4.2.2 Srovnani limitl stanovitelnosti a detekce methylestert a
isobutylestertit PFA GC-MS

Byla porovnana citlivost dvou derivatiza¢nich metod a uréeny LOD a LOQ

isobutylesteri PFA po derivatizaci chlormraven¢anem isobutylnatym (DP, 3.4.1), v
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koncentracnim rozmezi 0,8 - 500 pg/ml a methylestert PFA po extrakci methyl(terc)butyl
éterem (DP, 3.4.3) v koncentracnim rozmezi 1 - 10 pg/ml, oboji GC-MS.

Tabulka ¢. 5 — Detekéni limity a limity stanovitelnosti methylestert perfluorovanych
Kyselin ve splitless médu GC-MS vypoctené z linearni funkce v porovnani s detekénimi
limity a limity stanovitelnosti isobutylesterti perfluorovanych kyselin ve splitless modu

GC-MS vypoctené taktéz z linearni funkce.

Isobutylestery PFA Methylestery PFA
LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml) LOD (ug/ml) LOQ (ng/ml)
PFHXA 15,0 51,0 4,3 16,6
PFHpPA 9,4 9,4 47 18,8
PFOA 8,0 8,01 14 19,3
PFNA - - 17 59
PFDA 1,2 43 25 10,3
PFUNA 1,2 85 4,8 14,7
PFDoA 2,0 6,8 48 13,9

Porovnanim ziskanych LOD a LOQ hodnot bylo zji§téno, Ze tyto dva typy derivatizaci
nelze posoudit vcelku. V obou piipadech se tyto hodnoty pohybuji v jednotkach az
desitkach pg/ml. U té€kavéjsich niz§ich methylesteri PFA byly naméfeny nizsi detekéni
limity a limity stanovitelnosti na rozdil od nizsich isobutylesteri PFA kde se detekéni
limity a limity stanovitelnosti pohybovaly ve vysSSich hodnotach. Obracené je tomu u
mén¢ tékavych vyssich isobutylestert, u kterych se LOD a LOQ pohybovaly nize nez je
tomu u vice tekavych vyssich methylesteri PFA. Z této tabulky tedy vyplyva, Ze nizsi
methylestery jsou vice citlivé. Jednim z moZnych vysvétleni mize byt souvislost citlivosti
s sitkou piku. S postupujicim ¢asem dochazi k rozmyvani pikd.

S prihlédnutim na reprodukovatelnost a koncentracni rozmezi, ve kterych bylo méteni
provedeno, je ale vhodngj$i zvolit derivatizaci isobutylesteri PFA po derivatizaci

chlormraven¢anem isobutylnatym.
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4.2.3 Srovnani limitt stanovitelnosti a detekce methylesterti a
isobutylestertt PFA GC-ECD, GC-MS a HPLC-MS

Porovnanim methylesterd PFA po extrakci methyl(terc)butyl éterem (GC-ECD a GC-
MS), isobutylestert PFA po derivatizaci chlormraven¢anem isobutylnatym (GC-
MS) a PFA bez derivatiza¢ni upravy na HPLC-MS (naméfené vysledky DP 4.3) bylo
zjisténo, ze stanoveni PFA metodami GC-ECD a HPLC-MS je z téchto tfi technik,
nehled€¢ na zplsobu derivatizace, nejcitlivéjsi a urené hodnoty meze detekce a
stanovitelnosti se pohybuji v desetinach pg/ml. Hodnoty uréené GC-MS se pohybovaly v
jednotkach az desitkach pg/ml. Z tohoto porovnani vyplyva, Ze pro dalsi analyzy PFA je
vhodngjsi dat prednost GC-ECD nebo HPLC-MS pied GC-MS.

Tabulka ¢. 6 — Detek¢ni limity a limity stanovitelnosti isobutylesteri perfluorovanych
kyselin GC-ECD, methylester a isobutylesterti perfluorovanych kyselin ve splitless

modu GC-MS a detekéni limity a limity stanovitelnosti PFA bez derivatizaéni upravy
HPLC-MS.

GC-ECD GC-MS GC-MS HPLC-MS
Isobutylestery PFA  Methylestery PFA  Isobutylestery PFA  Bez derivatizaéni iipravy

(ng/ml) | LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ

PFOA 0,07 0,08 14 19,3 8,00 8,01 0,01 0,01
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5. Shrnuti a zavér

1. Porovnani methylesterd PFA na GC-ECD a GC-MS

Na GC-MS byly prométeny kalibracni zavislosti vSech methylesterti perfluorovanych
kyselin (Cs—Cy2) po extrakci methyl(terc)butyl éterem a urCeny meze detekce a
stanovitelnosti pro tyto latky. Nejniz§i mez detekce byla zjisténa u PFNA 1,7 pg/ml a
PFOA 1,4 pg/ml, naopak nejvyssi u PFUnA a PFDoA, oboji 4,8 ug/ml. Mez
stanovitelnosti byla taktéz nejmensi u PFNA 5,9 pg/ml, nejvyssi u PFOA 19,3 pg/ml.
Celkové se hodnoty detekce a stanovitelnosti pohybuji v jednotkach az desitkach pg/ml.
S piihlédnutim k vysledkim ziskanych béhem experimentalni ¢asti DP [13] byla dale
porovnana citlivost analytickych piistrojd GC-ECD a GC-MS pro analyzu
perfluorovanych kyselin. Porovnanim naméfenych LOD a LOQ hodnot methylesteri
PFA po extrakci methyl(terc)butyl éterem GC-ECD a GC-MS bylo zjisténo, ze z pohledu
citlivosti, reprodukovatelnosti a stanovenych limitd detekce a stanovitelnosti, je
jednoznacéné lepsi pro analyzu PFA po vySe uvedené derivatizaci pouzit metodu GC-
ECD. Hodnoty detekce a stanovitelnosti se u GC-ECD pohybovaly v desetinach pg/ml na
rozdil od GC-MS kde tyto hodnoty byly v fadech jednotek az desitek pg/ml.

2. Porovnani isobutylesterti a methylesterti, oboji GC-MS

Byla porovnana citlivost dvou derivatizatnich metod a ur¢eny LOD a LOQ
isobutylesteri PFA po derivatizaci chlormravencanem isobutylnatym (koncentra¢ni
rozmezi 0,8 -500 pg/ml) a methylesteri PFA po extrakci methyl(terc)butyl éterem
(koncentra¢ni rozmezi 1 - 10 pg/ml), oboji GC-MS. Porovnanim ziskanych LOD a LOQ
hodnot bylo zjisténo, ze tyto dva typy derivatizaci nelze posoudit vcelku. V obou
pfipadech se tyto hodnoty pohybuji v jednotkdch az desitkdch pg/ml. U tékavéjsich
niz§ich methylesteri PFA byly naméfeny niz$i detekéni limity a limity stanovitelnosti
narozdil od niz8ich isobutylesteri PFA kde se detek¢ni limity a limity stanovitelnosti
pohybovaly ve vysSSich hodnotidch. Obracené je tomu u méné tékavych vysSich
isobutylesterd, u kterych se LOD a LOQ pohybovaly nize nez je tomu u vice té¢kavych
vyssich methylestertit PFA. Z této tabulky tedy vyplyva, ze nizsi methylestery jsou vice
citlivé. Jednim z moznych vysvétleni muize byt souvislost citlivosti s Sitkou piku.

S postupujicim ¢asem dochdzi k rozmyvani piki.
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S ptihlédnutim na reprodukovatelnost a koncentracni rozmezi, ve kterych bylo méfeni
provedeno, je ale vhodngj$i zvolit derivatizaci isobutylestert PFA po derivatizaci

chlormraven¢anem isobutylnatym.

3. Porovnani methylestert GC-ECD, methylestert GC-MS, isobutylestert GC-MS a
PFA bez derivatiza¢ni upravy HPLC-MS

S ptihlédnutim k vysledkim ziskanych béhem experimentalni ¢asti DP [13] byla
porovnana citlivost analytickych pftistroji GC-ECD, GC-MS a HPLC-MS pro analyzu
perfluorovanych kyselin. Porovnanim naméfenych LOD a LOQ hodnot methylesteri
PFA po extrakci methyl(terc)butyl éterem (GC-ECD), methylesteri PFA po extrakci
methyl(terc)butyl ~ éterem  (GC-MS), isobutylesteri PFA  po  derivatizaci
chlormravencanem isobutylnatym (GC-MS) a PFA bez derivatiza¢ni upravy (HPLC-MS)
bylo zjisténo, Ze stanoveni PFA metodami GC-ECD a HPLC-MS je z téchto tii technik,
nehled¢ na zplsob derivatizace, nejcitlivéjsSi a urcené hodnoty meze detekce a
stanovitelnosti se pohybuji v desetinach pg/ml. Hodnoty uréené GC-MS a se pohybovaly
v jednotkach az desitkach pg/ml. Z tohoto porovnani vyplyva, Ze pro dalsi analyzy PFA
je vhodnéjsi dat prednost GC-ECD nebo HPLC-MS pied GC-MS. Vzhledem Kk tomu, ze
kalibrace byla na GC-MS provedena bez ptedchozi prekoncentra¢ni tUpravy vzorkd a
tudiz detekéni limity byly az stonasobné vyssi nez u GC-ECD s prekoncentraci vzorkt ,
je mozné ze pii vyuziti prekoncentracni techniky analyzy PFA na GC-MS dojde
k vyraznému poklesu detekénich limit jednotlivych kyselin.

Bylo dokazano, ze vyuzitim stejnych derivatizac¢nich technik na pftistrojich GC-ECD a
GC-MS pro analyzu PFA je vhodnéjsi a citlivéjsi GC-ECD. Z porovnani raznych
derivatiza¢nich technik na pfistrojich GC-ECD, GC-MS a HPLC-MS bez derivatiza¢ni
upravy vyplyva, ze je taktéZ vhodnéjsi dat prednost GC-ECD pied GC-MS a HPLC-MS.
Do budoucna bychom se 1 nadale méli vénovat stanoveni PFA a pokusit se nalézt jesté
vice citlivou metodu stanoveni téchto latek. Pro uplné srovnani jednotlivych analytickych
technik je také potfeba doméfit a uréit LOD a LOQ hodnoty i pro dalsi methyestery PFA

na GC-ECD. Tyto vysledky budou mimo jiné soucasti mé disertacni prace.
4. Isobutylestery PFA v realném vzorku vody

LOD a LOQ jednotlivych PFCAs zderivatizovanych na isobutylestery a stanovenych na

GC-ECD nebyly shledany dostatecné nizkymi pro piimou analyzu v redlnych vzorcich.
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V ptipadé volby vhodného prekoncentracniho faktoru (nejvyse 100) se hodnoty LOD a
LOQ pohybovaly v jednotkach ppb a odpovidaly timto koncentracim v realnych vzorcich.
Nejnizs$i naméfené hodnoty LOD a LOQ isobutylesterit PFCAs stanovenych GC-ECD se
pohybovaly v rozmezi 0,1 — 1,8 pg/ml. GC-EI-MS se ukazala mén¢ citlivou metodou,
0,2 - 2,2 pg/ml. U HPLC-ESI-MS byly zaznamenany hodnoty LOD a LOQ v rozmezi
1,3- 3,4 pg/ml.

Derivatiza¢ni reakce optimalizovand ptidavkem pufra¢niho roztoku byla o témet
10% ucinnéjsi nez derivatizace acetonitrilem bez pfidavku pufra¢niho roztoku. LOD a
LOQ jednotlivych PFCAs se u GC-ECD pohybovaly v rozmezi 0,2 — 0,7 ug/ml. GC-EI-
MS se ukdzala v tomto ptipad¢ vice citlivou metodou, 0,03 — 0,31 pg/ml.

Zadna ztéchto kyselin nebyla nalezena v prvnich dvou realnych vzorcich

odebranych z Vltavy. U tfetiho redlného vzorku byla potvrzena ptitomnost 3,4 ng/ml.
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6. Piilohy

Kalibra¢ni zavislosti methylesterti perfluorovanych kyselin, GC-MS.

1,2x10°

1,0x10°

8,0x10° |

. 6,0x10° |

A, a.u

4,0x10° |

2,0x10° |

0,0

Y=A+B*X

Parameter Value Error

A 130500,20653 156062,12736
B 94938,23133 27375,10806

R Sb N

0,92597 191625,75644 4

0,0

2,0 4,0 6,0 8,0

-1
¢, mgl

10,0

Obrazek ¢. 3 — Kalibra¢ni zavislost metylesteru kyseliny perfluorheptanové ve splitless

modu (GC-MS-SIM). Podminky méfeni stejné jako u obrazku ¢. 2.
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4x10°

3x10°

1x10°

Parameter Value Error
A 735743,72653 629048,48148
B 361340,76633 110342,40304
/ R Sb N
,'/ 0,91805 772396,82131 4
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
-1
c, mgl

T

Y=A+B*X

Obrazek ¢. 4 — Kalibra¢ni zavislost metylesteru kyseliny perfluoroktanové ve splitless

modu (GC-MS-SIM). Podminky méfeni stejné jako u obrazku €. 2.
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T T T T T T T T T T

7 — *
1,2x10" |- Y=A+B*X .
Parameter Value Error
A 144526,69184 82512,39754
B 926979,02959 14473,63199
R SD N P
0,94219 564306,46947 4 0,05781
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4,0x10°
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Obrazek ¢. 5 — Kalibracni zavislost metylesteru kyseliny perfluornonanové ve splitless

modu (GC-MS-SIM). Podminky méfeni stejné jako u obrazku €. 2.
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Parameter Value Error
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Obrazek ¢. 6 — Kalibra¢ni zavislost metylesteru kyseliny perfluordekanové ve splitless

modu (GC-MS-SIM). Podminky méfeni stejné jako u obrazku €. 2.
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Obrazek ¢. 7 — Kalibra¢ni zavislost metylesteru kyseliny perfluorundekanové ve splitless

modu (GC-MS-SIM). Podminky méfeni stejné jako u obrazku ¢. 2.
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T T T T T T T T T T

3 Y=A+B*X -

Parameter Value Error
6 A -208901,28878  82512,39754
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R SD N P
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Obrazek ¢. 8 — Kalibra¢ni zavislost metylesteru kyseliny perfluordodedekanové ve

splitless modu (GC-MS-SIM). Podminky méfeni stejné jako u obrazku ¢. 2.
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/. Seznam zkratek a symboli

A - plocha piku

a.u. - arbitrarni jednotka signalu (Arbitrary unit)

¢ - moléarni koncentrace

DP — diplomova prace

ESI — ionizace elekrosprejem

GC-ECD - plynova chromatografie s detektorem elektronového zachytu
GC-MS - plynova chromatografie s hmotnostni detekci
HPLC-MS — vysokotcinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
LOD - limit detekce

LOQ - limit stanovitelnosti

m/z - pomér hmotnosti a naboje

MTBE - methyl(terc)butyl eter

PDMS - polydimethylsiloxan

PFA - perfluorovand kyselina

PFS - perfluorovana slouc¢enina

PFDA - perfluordekanova kyselina

PFDOA - perfluordodekanové kyselina

PFHpA - perfluorheptanova kyselina

PFHXA - perfluorhexanova kyselina

PFNA - perfluornonanova kyselina

PFOA - perfluoroktanova kyselina

PFOS - perfluoroktansulfonat

PFOSA - perfluoroktansulfonamid

PFUNA - perfluorundekanova kyselina

PTFE - polytetrafluorethylen (Teflon)

PVDF - polyvinylidenfluorid

SIM - detekce iontu o zvolené hodnoté m/z

SPME - mikroextrakce na tuhé fazi
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